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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Inaktivierung von Viren in Blut und Blutprodukten, bei dem die zu behandelnden 
LSsungen bzw. Suspensionen mit Phenothiazinfarbstoffen versetzt und anschlieSend mit Licht bestrahlt werden. Durch die Ver- 
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VERFAHREN ZUR INAKTIVIERUNG VON VIREN IN BLUT UND BLUTPRO- 
DUKTEN 

Beschreibung m 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Inaktivierung von 
Viren in Blut und Blutprodukten, bei dem die zu behandelnden 
Losungen bzw. Suspensionen mit Phenothiazinf arbstof f en ver- 
setzt und anschlieBend mit Licht bestrahlt werden. 

Es ist bekannt, dafi photodynamische Substanzen in Verbindung 
rait sichtbarem Licht Oder UV-Licht virusinaktivierend wirken 
konnen. Ursache hierfiir ist die Affinitat dieser Stoffe zu 
auBeren Virusstrukturen oder zur Nukleinsaure. Beides trifft 
fiir Phenothiazinf arbstof fe zu. Sie reagieren mit den Mem- 
branstrukturen umhiillter Viren und schadigen diese unter 
Lichteinflufi irreversibel, wodurch das Virus seine Infektio- 
sitat verliert (vgl. Snipes, W. et al., 1979, Photochem. and 
Photobiol. 29, 785-790). Ferner interagieren sie mit der 
viralen RNA oder DNA, insbesondere mit den Guaninresten. 
Nach Bildung eines Farbstof f-Nukleinsaure-Komplexes wird 
dieser durch Lichtenergie angeregt, sodafl es zur Denaturie- 
rung der Nukleinsaure und letztlich zu Strangbriichen kommt. 
Weiterhin bewirken Phenothiazinfarbstof f e die Umwandlung von 
molekularem Sauerstoff in Sauerstdf f radikale, die hoch reak- 
tiv sind und auf verschiedene Weise viruzid wirken konnen 
(vgl. Hiatt, C.W., 1972, in: Concepts in Radiation Cell Bio- 
logy, pp. 57-89, Academic Press, New York; Oh Uigin et al . , 
1987, Nucl. Acid. Res. 15, 7411-7427). 
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5 Im Gegensatz zu anderen photodynamischen Farbstoffen zur 

Virusinaktivierung sind Phenothiazinf arbstof f e wie Methylen- 
blau, Neutralrot und Toluidinblau deswegen von Bed^utung, 
weil sie schon in Verbindung mit sichtbarem Licht eine Reihe 
von Viren inaktlvieren konnen, darunter auch solche, die 
10 sich in humanem Plasma befinden und keine Lipidhiillen besit- 
zen, wie z.B. das Poliovirus. 

Hinzu kommt, dafl z.B. Methylenblau (MB) und Toluidinblau 

« 

(TB) selbst therapeutische Anwendung finden, u.a. als Anti- 
15 dot bei Kohlenraonoxidvergif tungen und in der Langzeitthera- 
pie psychotischer Erkrankungen . Hierbei kommen ohne bedeut- 
same Nebenwirkungen Mengen von MB bzw. TB zur Anwendung (1 
- 2 mg/kg Korpergewicht ) , die weit hoher sind als diejeni- 
gen, die zur Virusinaktivierung notwendig sind. Die geringen 
20 Toxizitaten von MB und TB werden auch durch tierexperimen- 
telle Daten belegt. 

Seit dem Jahre 1955 wird in der Fachwelt davon ausgegangen, 
daB Farbstof fkonzentrationen, insbesondere bei Toluidinblau, 
25 unterhalb von 2,5 jiM nicht virus inaktivierend wirken. (Vgl. 

F. Heinmets et al., 1955, Joint Report with the Naval Medi- 
cal Research Institute, Walter Reed Army Institute of Re- 
search, USA) 

30 Bei den herkommlichen Verfahren zur Virusinaktivierung mit 
Phenothiazinfarbstof f en liegen die Farbstof fkonzentrationen 
zwischen 1 0 jjlM und 100 jiM. Bei diesen Konzentrationen be- 
steht aber der Nachteil, daB es nicht nur zur Virusinakti- 
vierung, sondern auch zur Inaktivierung von Plasmaproteinen 

35 wie z.B. der Gerinnungsf aktoren kommt. Dies ist wohl der 
Grund, weshalb Phenothiazinf arbstof fe bislang keine Rolle 
bei der Virusinaktivierung in Blut und Blutprodukten erlangt 
haben . 
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Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht nun darin, 
ein Verfahren zur Virus inaktivierung zu entwickeln, bei dem 
Viren verschiedener Art ohne funktionelle Beeintrachtigungen 
der Plasmaproteine abgetotet werden. Des weiteren besteht 
die Aufgabe der Erfindung darin, das Verfahren so einfach zu 
gestalten, daJ3 Blut bzw. Blutprodukte unmittelbar in han- 
delsiiblichen Blutbeuteln behandelt und gegebenenf alls die 
zugesetzten Farbstoffe nach der Behandlung wieder entfernt 
werden konnen. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe dadurch gelost, dafi die 
Phenothiazinf arbstof f e in einer Konzentration von 0,1 bis zu 
10 >iM, vorzugsweise von 0,1 bis zu 2 jiM, eingesetzt werden 
und die Bestrahlung unmittelbar in transparenten Behaltnis- 
sen wie Blutbeuteln erfolgt, die zur Blutentnahme und Aufbe- 
wahrung dienen. 

Die Bestrahlung erfolgt mit Tageslicht ausreichender Starke 
oder mit monochromatischem Licht vorzugsweise einer Kalt- 
lichtquelle, die eine Wellenlange im Bereich des Absorp- 
tionsmaximums des jeweiligen Farbstoffs besitzt. Ferner 
sollten folgende Bedingungen bei der Virusinaktivierung im 
Blutplasma bzw. in Plasmaproteinlosungen eingehalten werden. 
Die Arbeitstemperatur sollte im Bereich von 0 bis 37 °C, 
moglichst aber im Bereich von 4 bis 20 °C liegen. Die Inak- 
tivierungsdauer betragt insbesondere 5 Minuten bis 5 Stun- 
den, vorzugsweise 10 Minuten bis 3 Stunden, und der pH-Wert 
soil zwischen pH 5 und pH 9 liegen, vorzugsweise zwischen pH 
6 und pH 8. 



WO 91/03933 



PCT/DE90/00691 



4 

1 



5 Der wesentliche Vorteil des Verfahrens liegt in seiner Ein- 
fachheit. F. Heinmets et al. (wie vorn angegeben) beschrei- 
ben eine hochaufwendige Apparatur, durch die z.B. Blutplasma 
geleitet werden muB. Dabei treten Wartungs- und vor allem 
auch Kapazitatsprobleme auf. Uberraschenderweise wurde nun 
10 f estgestellt, daB man mit wesentlich geringeren Mengen Farb- 

stoff auskommen kann und eine aufwendige technische Einrich- 
tung zur Photoinaktivierung nicht notwendig ist. 

Unerwartet war auch die Feststellung, daB ein nicht umhull- 
15 tes Virus wie Adeno, das sich unter physiologischen Umstan- 

den in Plasma nicht inaktivieren lieB, durch einen Frieren/ 
Tauen-Schritt photosensitiviert und somit inaktiviert werden 
konnte. Dabei konnte eine Inaktivierung, unabhangig von der 
Reihenfolge der Arbeitsschritte Frieren/Tauen und Zugabe des 
20 Farbstoffes, festgestellt werden. Unter Frieren wird ein 

Tiefgefriervorgang mit verf lussigten Gasen als Kaltemittel 
bei Temperaturen von etwa - 20 °C bis etwa 80 K verstanden. 
In der Regel wird bei - 30 °C tiefgefroren. 

25 Man kann die Virusinaktivierung unmittelbar in Blut- bzw. 

Plasmabeuteln durchfiihren, obwohl diese nur begrenzt licht- 
durchlassig sind. Es muB lediglich der Farbstoff zugefiigt 
werden. Dann wird der Beutel samt Inhalt belichtet, und dar- 
aufhin kann das jeweilige Produkt weiterprozessiert werden. 

30 

Das Verfahren ist also ohne groBeren technischen Aufwand 
durchzufiihren und an Blutbanken hervorragend in den Arbeits- 
ablauf bei der Prozessierung von einzelnen Blutspenden inte- 
grierbar. Die geringe Menge des eingesetzten Farbstoff s kann 
35 in der behandelten Fliissigkeit verbleiben oder wird durch 
Adsorptionsmittel entfernt. 
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Als Blut bzw. Blutprodukte kommen unter anderem in Frage : 

- Vollblut 

- Erythrozytenkonzentrate 
Thrombozytenkonzentrate 
Plasma 

Serum 

Kr yopraz ipi tat 

Konzentrate von Gerinnungsf aktoren 

Inhibitoren 

Fibronectin 

Albumin. 

Zur Anwendung des erf indungsgemaBen Verfahrens sind Pheno- 
thiazine der folgenden Strukturf ormel geeignet. 



K 




Ne-Jirsirct :i CH : NH : N(CH,) a 

Tciuiciniicu S CH 3 NH , MfCH 2) : 

Me—yiencic-j 5 H N(CH:} : MCHj): 

Fftsnczr.iailr. S H H u 
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Beispiel 1 

Mit Methylenblau (MB) wird nachfolgend die Abhangigkeit der 
Photoinaktivierung beim Vesikular-Stomatitis-Virus (VSV) im 
Humanplasma aufgezeigt. • 



10 Ca. 5 x 10 7 Plaque Forming Units (PFU) pro ml VSV wurden in 
Humanplasma suspendiert und mit verschiedenen Konzentratio- 
nen an MB versetzt. Kontrollproben enthielten keinen Farb- 
stoff. Das Probevolumen betrug 0,5 ml. Fine Kontrollprobe 
und ein Teil der MB-haltigen Proben wurden fur 4 h bei Raum- 

15 temperatur mit sichtbarem Licht bestrahlt; die anderen 

wurden genauso lange im Dunkeln gelagert. Als Lichtquelle 
diente ein Diaprojektor, der mit einer 150 W Halogenbirne 
(Osram Xenophot) ausgestattet war. Der Abstand zwischen dem 
Objektiv des Diaprojektors, also der Lichtauslaflof fnung und 
20 den Proben betrug bei diesen und alien weiteren Versuchen 30 
cm. (Mit Ausnahme der Virusinaktivierung in Blutbeuteln) . 

Nach Ablauf der Bestrahlung wurde in alien Proben iiber einen 
Plaque-Assay der Virustiter bestimmt. Als Indikatorzellen 
25 dienten BHK-Zellen. Die Versuchsergebnisse sind in der Ta- 
belle 1 aufgelistet. 



30 



35 
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Proben MB-Konzen- Licht Virusinaktivie- 

tration rungsfaktor 
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Tab. 1: Inaktivierung von VSV in Humanplasma mit und ohne 

Belichtung. 

Belichtungsdauer : 4 h 



Die Ergebnisse aus Tab, 1 zeigen, daB ab einer Konzentration 
von MB um 0 , 5 ]iM der infektiose Titer von VSV urn mehr als 6 
Zehnerpotenzen vermindert wurde. Deutlich hohere Konzentra- 
tionen des Farbstoffes, ab etwa 50 ]jlM, fiihrten bereits ohne 
Belichtung zu einer signifikaten Verringerung des VSV-Ti- 
ters . 



Beispiel 2 



Durch den folgenden Versuch wurde die Virusinaktivierung bei 
niedrigen Farbstof f konzentrationen bestatigt. 
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VSV wurde in Gegenwart von Plasma und verschiedenen Mengen 
Methylenblau in Aliquots von 500 \xl Volumen iiber Nacht im 
Kiihlraum aus einem Abstand von 30 cm mit dem Diaprojektor 
bestrahlt. Die Proben A - F wurden belichtet, Probe G blieb 
unbelichtet . 

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tab. 2 dargestellt. 
Sie zeigen, daB unter den oben genannten Bedingungen das 
eingesetzte VSV urn mehr als 4 Zehnerpotenzen iijaktiviert 
wurde. Dazu waren 0,5 jiM Methylenblau notwendig. 

Wahrscheinlich hat allein durch die Inkubation iiber Nacht 
bei 4 Grad Celsius der Titer des VSV urn 1 - 2 Zehnerpotenzen 
abgenommen, was den relativ niedrigen Ausgangstiter erklaren 
wiirde. Dies wurde hierbei allerdings nicht mitgetestet. 

Der Vergleich von A (belichtet) und G (dunkel) zeigt, daB 
Licht allein offenbar keinen groBen EinfluB auf die Infek- 
tiositat des Virus ausiibt. 



25 



30 



35 



Probe 


MB-Endkonz. 


Titer/200 ul 


Inaktivierungs- 
faktor 


A 


0 


2 x 10 4 


2,2 


B 


0,01 


2,4 x 10 4 


1,8 


C 


0,05 


2 x 10 4 


2,2 


D 


0,25 


3 x 10 2 


147 


E 


0,5 


< 1 


> 4,4 x 10" 


F 


1.0 


< 1 


> 4,4 x 10 4 


G 


0 


4,4 x 10 4 


1 



Lab. 2: 
tionen 



Virus in a kt ivierung bei 



niedrigen Farbstoffkonzentra- 
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5 Beispiel 3 

Die Photoinaktivierung bei Viren in Gegenwart von Phenothia- 
zinfarbstoffen ist jedoch abhangig von der Dauer der Belich- 
tung. Urn zu untersuchen, welche Belichtungszeiten zur Photo- 

0 inaktivierung von VSV ausreichen, wurden 10 6 Plague Forming 

Units (PFU) pro ml in Plasma suspendiert und fur verschiede- 
ne Zeiten bei 22 °C wie beschrieben belichtet. Die erhalte- 
nen Ergebnisse zeigt die Tabelle 3. Man erken/it, daB unter 
den gegebenen Versuchsbedingungen eine Stunde Belichtungs- 

5 zeit ausreichte, urn den infektiosen VSV-Titer urn mehr als 6 

Zehnerpotenzen zu vermindern. 



Probe 


Belichtungszeit 


Inaktivierungs- 


(min) 


faktor 


20 Kontrolle 


0 


1 


1 


5 


50 


2 


30 


1666 


3 


60 


> .o 5 



25 

Tab, 3: Kinetik der MB-vermittelten Photoinaktivierung von 
VSV 

30 Beispiel 4 

Ein ahnlicher Versuch wurde anstatt mit MB in Gegenwart von 
1 ]M eines anderen Phenothiazinf arbstof f es , TB, durchge- 
fiihrt. Die in der Tabelle 4 dargestellten Ergebnisse zeigen, 
35 daB auch mit Hilfe von TB VSV wirkungsvoll inaktiviert 
werden kann. 
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1 

Probe Belichtungszeit Inaktivierungs- 
(min) faktor 

5 

Kontrolle 0 1 

1 10 20 

2 60 > 4 x 10 3 . 



10 

Tab. 4: Kinetik der TB-vermittelten Photoinaktivierung von 
HSV 

15 

Die inaktivierende Wirkung der Phenothiazinf arbstof f e wurde 
auch beim Herpex-Simplex-Virus (HSV) sowie beim Human Immu- 
nodeficiency Virus Typ 1 (HIV-1 ) nachgewiesen . 

20 

Beispiel 5 

In Gegenwart von Methylenblau (1 >iM) wird auch HSV inakti- 
25 viert. Tab. 5 zeigt die Kinetik der MB-vermittelten Photoin- 
aktivierung von HSV, 



30 



Probe 


Belichtungszeit 
(min) 


Inaktivierungs- 
faktor 


Kontrolle 


0 


1 


1 


20 


35 


2 


60 


1500 


3 


180 


> 3 x 10 4 



Tab. 5: Kinetik der MB-vermittelten Photoinaktivierung von 
HSV 



I 1 
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5 Beispiel 6 

Ein ahnlicher Versuch wurde mit dem AIDS-Erreger "HIV-1 
durchgef iihrt . Der Virustiter betrug 6 x 10 2 PFU/ml. Als 
Indikatorzellen dienten MT4-Zellen. Die Tabelle 6 zeigt, daS 
10 HIV-1 besonders empfindlich gegeniiber der Photoinaktivierung 
zu sein scheint: bereits innerhalb von 10 min wurde der 
Virustiter urn mehr als das 600-fache reduziert. 



Probe 


Belichtungszeit 
(min ) 


Inaktivierungs- 
faktor 


Kcntrolle 


0 


1 


1 


10 


> 600 


2 


60 


> 600 


3 


120 


> 600 



25 Tab. 6: Kinetik der MB-vermittelten Photoinaktivierung von- 
HIV-1 

Beispiel 7 

30 

Bei dem Versuch, nicht umhullte Viren unter den ublichen 
physiologischen Bedingungen in Gegenwart von 80 % Plasma zu 
inaktivieren, konnte kein Erfolg erzielt werden . Adenovirus 
wurde , als Modell fur ein nicht umhiilltes Virus, langere 

35 
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5 Zeiten (4 °C, dunkel) in Gegenwart des Farbstoffes Methylen- 
blau (MB), 1 |iM f vorinkubiert. Danach erfolgte eine 30mimi- 
tige Bestrahlung mit Halogens trahlern (150 000 Lux*) . Dabei 
blieb die Infektiositat des Adenovirus unverandert. 

10 Probe Dauer der Vorinkubation Farbstoff Titer (log 10) 



Kontrolle 


0 h 




6,0 


1 


0 h 


MB 


. 6,0 


2 


1 h 


MB 


5,5 


3 


4 h 


MB 


6,0 


4 


24 h 


MB 


6,0 



Tab. 7: EinfluB der Vorinkubationsdauer auf die Photosensi- 
20 tivierung von Adenovirus. 

Der Titer wurde als TCID50 (Berechnungsmethode ^Tissue Cultu- 
re Infectious Dosi^ 1 nach Spearman und Kaerber) bestimmt. Das 
Virus wurde auf FL-Zellen (definierte Zelllinie zur Virusti- 
tration geeignet) titriert. 

25 

Bei der Verwendung von Toluidinblau unter Beibehaltung der 
experimentellen Bedingungen konnte ebenfalls keine Reduktion 
des Virustiters festgestellt werden. 

30 Urn eine Inaktivierung von Adenovirus zu erzielen, wurde ein 
Frieren/Tauen-Schritt (F/T) unter Tief gef rieren auf - 30 °C 
in den Versuchsablauf eingefiigt. Dabei spielte die Reihen- 
folge des F/T und die Zugabe des Farbstoffes (1 jjlM MB ) nur 
eine untergeordnete Rolle. Die Bestrahlung der Proben er- 

35 folgte gleichfalls mit Hilfe der Halogenstrahler . Gemessen 
wurden 120 000 Lux. 
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Probe 



Probenvorberei tung 



Titer (loglO) 



Kontrolle 



7,5 



G 



F 



E 



D 



C 



A 



B 



F/T 7,0 

F/T + 60 min Bestrahlung (Bestr. ) 7,5 

F/T + MB + 60 min Vorinkubat . + 60 min Bestr. 2,5 

MB + F/T 7,5 

MB + F/T + 10 min Bestr. 5,0 

MB + F/T + 30 min Bestr. m 5,0 

MB + F/T + 60 min Bestr. 4,0 



Tab. 8: Photosensitivierung von Adenovirus aufgrund eines 
eingefiigten F/T-Schrittes. 

Die Durchfuhrung der Virustitration erfolgte wie in Tab. 7 
beschrieben. 

Beispiel 8 

Das besondere Problem bei der Anwendung hoher Farbstof fkon- 
zentrationen liegt in der unmittelbaren Wirkung dieser 
Stoffe auf Plasmaproteine . In einem weiteren Versuch wurden 
daher unterschiedliche Farbstof fkonzentrationen im Hinblick 
auf ihre Wirkung gegeniiber der Aktivitat von Gerinnungsf ak- 
toren untersucht. 

Humanes Plasma (2 ml Aliquots) wurde mit verschiedenen 
Mengen von MB versetzt. Direkt danach wurden die Aktivitaten 
der Gerinnungsf aktoren V, VIII und IX gemessen. Wie aus der 
Tabelle 7 ersichtlich ist, werden sie in alien drei Fallen 
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5 dosisabhangig inhibiert, die der Faktoren VIII und V ab etwa 

10 pM und die des Faktors IX bereits ab 2,5 jaM. Demnach 

wirkt bei hoheren Konzentrationen MB direkt auf die Protei- 
ne, ohne daB Licht einwirken muB . 

Methyl enblau 

(uM/i) Faktor V Faktor VIII Faktor IX 

E/ml E/ml E/ml 



15 



20 



0 0,80 0,38 2*0 

1 0,76 0,41 1,9 
2,5 0,78 0,41 1,5 
5 0,74 0,38 1,45 

10 0,54 0,35 1,20 

20 0,44 0,28 1,10 

Tab. 9: EinfluB von MB auf die Aktivitat von Gerinnungs fak- 
toren 



25 

Beispiel 9 

Nun hat aber nicht nur die eingesetzte Farbstof fkonzentra- 
tion, sondern auch die Belichtungszeit einen EinfluB auf die 
30 Aktivitat von Gerinnungsf aktoren. Diese Zeitabhangigkeit 

wurde bei verschiedenen Methylenblaukonzentrationen ermit- 
telt. 



Humanes Plasma (2 ml-Aliguots ) wurden mit verschiedenen 
35 Mengen an MB versetzt und fur 1 bis 4 h belichtet (wie im 

Beispiel 1 beschrieben) . Kontrollproben wurden nicht photo- 
behandelt. Wie die Tabelle 8 zeigt, werden die Aktivitaten 
der 
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drei Gerinnungsf aktoren V, VIII und IX zeit- und dosisabhan- 
gig inhibiert. Besonders bei den Faktoren VIII und IX zeigt 
sich, dafi hohere MB-Konzentrationen und Licht-Expositions- 
zeiten ab 2 h eine anscheinende ErhShung der thrombolyti- 
schen Aktivitaten bewirken. 



Belichtungs- Konzentration 

zeit Methylenblau Faktor V Faktor VIII Faktor IX 
UM/I E/ml E/ml E/ml 





0 


0,86 


0,33 


1,20 




1 


0,86 


0,45 


1,20 


0 h 


2,5 


0,82 


0,33 


0,46 




10 


0,72 


0,30 


0,44 




0 


0,84 


0,40 


0,76 




1 


0,72 


0,24 


0,92 


1 h 


2,5 


0,68 


0,24 


0,82 




10 


0,47 


0,16 


0,68 




0 


0,82 


0,44 


0,10 




1 


0,64 


0,23 


,0,90 


2 h 


2,5 


0,68 


0,22 


0,72 




10 


0,60 


0,15 


0,74 




0 


0,76 


0,38 


0,98 




1 


0,56 


0,16 


. 0,94 


4 h 


2,5 


0,49 


0,29 


0,82 




10 


0,42 


0,27 


0,64 



Tab. 10: EinfluB von Licht und MB auf die Aktivitat von 
Gerinnungsf aktoren: Zeit- und Dosisabhangigkeit 
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5 Beispiel 10 

GemaB einer bevorzugten Aus fiihrungs form der vorliegenden 
Erfindung kann die Photoinaktivierung von Viren unmittelbar 
im Plasmabeutel vorgenonunen werden. Dem Blut oder den Blut- 
10 produkten wird lediglich der Farbstoff in erf orderlicher 

Menge zugesetzt und der Beutel dann mit Licht bestrahlt. Auf 
diese einfache Weise lassen sich Blutprodukte von einzelnen 
Spendern jederzeit behandeln. 

15 In einem Versuch wurden drei Proben eines huraanen Frisch- 

plasmas aufgetaut und in den Plasmabeuteln mit jeweils 1,5 
x 10^ PFU VSV versetzt. Zu zwei Proben wurde MB in Konzen- 
trationen von 1 bzw. 1 0 jiM zugefiigt. Aus dem MB-freien 
Plasma wurde eine Probe entnommen und als Positiv-Kontrolle 

20 im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt. Dann wurden die drei Beutel 
zwischen zwei Plexiglasplatten eingespannt, um eine mog- 
lichst gleichmaBige Schichtdicke von ca. 2,5 cm zu gewahr- 
leisten. Sie wurden daraufhin aus einer Entfernung von ca. 
90 cm mit Hilfe eines Diapro jektors bestrahlt. Nach 4 h 

25 wurden zur Bestimmung des Virustiters Proben entnommen und 
dieser mittels Plaque-Assay auf FL-Zellen gemessen. Die 
Ergebnisse in Tab. 9 zeigen, daS bereits 1 >iM MB ausreicht, 
um im Plasmabeutel durch vierstiindige Belichtung den infek- 
tiosen Titer von VSV um mehr als drei Zehnerpotenzen zu 

30 reduzieren. Auch bei Abwesenheit des Farbstoff es fiihrte die 
Belichtung zu einer Reduktion des Virustiters, allerdings 
nur um etwa 50 % . 



35 
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Probe 


Bestrahlungs- 
dauer (h) 


MB-Konzen- 
tration (uM) 


Beutel- 
Gewicht (g) 


VSV-Titer 
(PFU/ml ) 


Kontrolle 


0 


0 


* 

323 


5 x 10 3 


1 


4 


0 


323 


2,5 x 10 3 


2 


4 


1 


289 


0 


3 


4 


10 


257 


0 



Tab. 11: Photoinaktivierung von VSV im Plasmabeutel 

Die zur Virus inaktivierung eingesetzten Phenothiazinf arb- 
stoffe konnen insbesondere bei den hier angewendeten Konzen- 
trationen von bis zu 1 jiM im Blut oder den Blutprodukten 
verbleiben, ohne daB es zu Nebenwirkungen konunt- Sie lassen 
sich aber auch nachtraglich iiber Dialyse, Gelf iltration oder 
Adsorption wieder entfernen. 

Von den genannten Methoden sind vor allem die adsorptiven 
von Interesse, weil sie den geringsten zeitlichen und tech- 
nischen Aufwand machen und die betreffenden PlasmaproteinlS- 
sungen nicht verdiinnt werden. 

Einige Adsorbentien sind jedoch of f ensichtlich ungeeignet, 
wie z.B. die von Hiatt (Concepts in Radiation Cell Biology, 
pp. 57 - 89, Academic Press, New York, 1972) genannten Io~ 
nenaustauscher , weil sie neben dem Farbstoff auch sehr stark 
Plasmaproteine binden, u.a. Gerinnungsf aktoren. 
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Uberraschenderweise konnte jetzt festgestellt werden, da£ MB 
und andere Phenothiazinf arbstof f e sehr stark an verschiede- 
5 ne, kommerziell erhaltliche Trenngele binden, darunter auch 
an seiche, die keinerlei oder nur geringe Proteinbindung 
besitzen. Derartige Adsorbentien sind also fur dig nachtrag- 
liche Entfernung des Photooxidans besonders geeignet. Von 
den gepriiften Adsorptionsmitteln kommen folgende zur Abtren- 
10 nung von MB und anderen Phenothiazinf arbstof fen in Frage. 



Hersteller bzv. Lieferant 



Serva. Heidelberg 
Serva, Heidelberg 
Merck. Darmstadt 
Machery & Nagel. Duren 
Macnery & Nagel. Duren 
Macnery & Nagel. Duren 
Pierce Europe 

(Gebr. Faust GuoH) , 5000 Kfiln 
Bio Rad, Muncnen 



Ronra & Haas. Frankfurt 



Adsorbens 



15 



20 



Oaltosil 75 
Si 100-?olyol RP 18 
Kieselgel *0 
Nucleosil 50 A 
Nucleosil 100 A 
Vydac SC-201 RP 
CP6 40 



Bio Beads 

Araoerl ite 
Adsoroernarzs 



25 

In den meisten Fallen reichten bei einer Einsatzkonzentra- 
tion von 1 0 pM MB 2 g des jeweiligen Adsorptionsmittel, um 
den Farbstoff vollstandig, im Batch angewandt, aus einer 
Plasmaproteinlosung zu extrahieren. 

30 

Als besonders gut geeignet erwiesen sich zwei Adsorbentien- 
typen: 

'I . Silica Gele bzw. Kieselgele mit Porenweiten, die so 
gering sind (40 bis ca. 100 A Durchmesser ) , da£ Plasmapro- 
35 teine nicht in die Gelmatrix eindringen konnen, wohl aber 
die niedermolekularen Farbstof fmolekiile, die dann infolge 
ionischer, elektrostatischer und hydrophober Wechselwirkun- 
gen gebunden werden. 
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5 Beispiele fur kommerziell erhaltliche Adsorbentien dieses 

Typs sind Matrex Silica Gel (Amicon, Witten) , Daltosil (Ser- 
va, Heidelberg) und Kiesel-Gel (Merck, Darmstadt). 

2. Gele der auf Basis Polystyrol-Divinylbenzol bzw. Acryle- 
0 ster-Polymerisat. Sie werden gleichfalls mit geeigneten 

Porengrofien hergestellt. 

Beispiele fiir kommerziell erhaltliche Gele dieser Typen sind 
Amberlite (u.a. Rohm und Haas, Frankfurt) und Bio Beads (Bio 
5 Rad, Munchen). Sie dienen hauptsachlich dazu, urn aus wasse- 
rigen Losungen nichtpolare Substanzen bzw. oberf lachenaktive 
Stoffe, z.B. Detergentien, zu entfernen. Sie sind nicht oder 
nur schwach polar. 



Beispiel 11 

Frischplasma wurde mit Methylenblau (10 jiM) versetzt. 5 ml 
Aliquots wurden mit verschiedenen Mengen an Daltosil (Poren- 
weite 75 A) bzw. Bio Beads SM 16 (Porenweite 144 A) versetzt 
und fiir 30 Minuten vermischt. Dann liefl man das Gel absit- 
zen. Im Plasma wurden die Faktor VIII- bzw. Faktor V-Gehal- 
te, die Extinktionen bei 660 nm sowie von einzelnen Proben 
die Proteingehalte gemessen. 



35 
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E (660 ran) 

5 Frischplosma 0,909 

Frischpias-ra +■ MB 1,450 

Daltcsil 50 mgr 0,576 

100 mg 0,571 

250 mg 0,491 

10 soo ttq 0,477 

Bio Beads 

SM 16 50 rng 0,666 

100 mg 0,571 

250 mg 0,571 

15 500 mg 0,530 



Protein Faktcr VIZI Faktcr V 

(mg/ml) (U/ml) (U/ml) 

66,8 1,10 1,20 

65,6 0,42 0,96 

"— 0,60 * 1,05 

— 1,10 1,10 

— 1,10 1,20 
66,8 1,25 1,20 

— 0,82 1,05 

— 1,05. 1,10 

— 1,05 1,10 
72,5 0,80 1,15 



Tab. 12: Extraktion von Methylenblau irn Beutel 

20 

Aus den Extinktionswerten ist ersichtlich, daB offenbar 
neben dem Farbstoff noch weitere Substanzen aus dem Plasma 
extrahiert werden. Es handelt sich hierbei jedoch nicht urn 

25 Plasmaproteine . Die Extinktionswerte des Plasmas, das mit 

100 bis 250 mg Adsorbens pro 5 ml, d.h. mit 2-5 Gewichts- 
prozenten (% w/v) behandelt worden war, unterscheiden sich 
kaum von denen, bei welchen mit 10% w/v Adsorbens extrahiert 
worden war. Es ergibt sich somit, daB bei einer MB-Konzen- 

30 tration von 1 0 \iM in beiden Fallen 2 bis 5% w/v Adsorbens 

ausreichen, um bei batchweisem Betrieb den Farbstoff aus dem 
Plasma zu entfernen. Entsprechend weniger Adsorbens wird 
benotigt, wenn die Einsatzkonzen tration des Farbstoff s nied- 
riger ist. 



35 
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Beispiel 12 

In einem weiteren Versuch wurde anstatt BlutplasmS eine 
5%ige humane Serumalbuminlosung (5% HSA) eingesetzt. Die 
MB-Konzentration war wiederum 10 }jlM. 5 ml Aliquots wurden im 
Batch mit jeweils 100 mg, d.h. 2% w/v folgender Adsorbentien 
fur verschiedene Zeiten extrahiert: Daltosil (Porenweite 75 
A, Kieselgel (Porenweite 40 A) sowie Bio Beads SM1 6 (Poren- 
weite 1 44 A) . 

Wie die Abb, 1 zeigt, geht in alien drei Fallen die Extink- 
tion bei 660 nm innerhalb von 20 - 30 Minuten auf einen kon- 
stanten Wert zuriick, d.h. diese Zeit ist ausreichend, urn das 
Photooxidans bei batchweisem Betrieb aus einer Plasmapro- 
teinlosung zu entfernen. Wie die Abb. 1 auch zeigt , sind Bio 
Beads SM1 6 und Kieselgel 40 im gegebenen Fall offenbar etwas 
bessere Adsorptionsmittel als Daltosil mit 75 A Porenweite. 



E660nm 
1 




t (min) 

— — SM 16 Daltosil 75 Kieselgel 40 HSA 

Abb. 1: Adsorptionskinetik von Methylenblau (10uM) bei RT 
mit HSA 5% 100 mg Gel/5 ml HSA 
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5 Beispiel 13 

Saulenchromatographische Entfernung von MB aus Plarsmapro- 
teinlosungen 

Bei diesem Versuch sollte herausgef unden werden, ob die 
10 adsorptive Entfernung des Photooxidans auch auf chromatogra- 

phischem Wege erfolgen kann. Hintergrund ist die Idee, daB 
man die Virusinaktivierung raittels Farbstoff in Kombination 
mit Licht in einem Behaltnis durchfiihrt, beispielsweise 
einem Blutbeutel und dann die Plasmaproteinlosung liber eine 
15 kleine dazwischengeschaltete Trennsaule, die das Adsorp- 

tionsmittel enthalt, in ein weiteres Behaltnis, z.B. einen 
zweiten Blutbeutel, uberfiihrt. Ware jetzt die Einheit erster 
Beutel -Adsorptionssaule - zweiter Beutel vorgef ertigt, ver- 
fiigte man also iiber ein geschlossenes System, und man konnte 
20 auf einfache Weise unter geringstem Kontaminationsrisiko 

virusinaktivierte Plasmaproteinpraparate, auch von einzelnen 
Donoren stammend, herstellen. 

Hierzu vnirden 250 ml 5%iger Albuminlosung mit verschiedenen 
25 Geschwindigkeiten durch eine Trennsaule geleitet, die 5 ml 
Kieselgel (Porenweite 40 A) enthielt. 10 ml-Fraktionen 
wurden aufgefangen und ihre Extinktionswerte bei 660 nm 
gemessen. 

30 Wie aus der Tabelle 10 hervorgeht, lieB sich das Gesamtvolu- 
men der Albuminlosung bei Durchf luBgeschwindigkeiten von 5 
bzw, 7,5 ml/min durch die Saule leiten, ohne daB restliches 
MB in den Durchlauf fraktionen nachzuweisen war. Der Zeitauf- 
wand, urn aus 250 ml Losung den Farbstoff zu entfernen, liegt 

35 demzufolge bei hochstens 30 bis 35 Minuten. 
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Das Ergebnis des Versuches zeigt, daB die chromatographische 
Abtrennung des Photooxidans keine Probleme bereitet, zum 
anderen wird belegt, daB die oben skizzierte Herstellung 
virusinaktivierter Plasmaproteinpraparate einzelner Donoren 
moglich ist. 



Ausgangs 



Extinkticn (660 nzn) : 0,067 
Frakt±cn-Nr. : 1 
3 
5 
7 

Q 
11 

13 
14 



5 7.5 
Extnjikticn (660* za) 

0*002 0,001 

0,000 0,001 

0,000 0,002 

0,002 0.003 

0.001 0.001 

0,000 0,001 

0,000 0,001 

0,002 0,001 



Tab, 13: Chromatographische Abtrennung von MB aus einer 
5%igen Albuminlosung (MB-Konzentration 1 pM) . 
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VERFAHREN ZUR INAKTIVIERUNG VON VIREN IN BLUT UND 
5 BLUTPRODUKTEN 

Patentanspriiche : • 

1 • Verf ahren zur Inaktivierung von Viren in Blut und Blut- 
10 produkten, bei dem die zu behandelnden Losungen bzw. Suspen- 
sionen mit Phenothiazinf arbstof f en versetzt und anschlieBend 
mit Licht bestrahlt werden, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Phenothiazinf arbstof fe in einer Konzentration von 0,1 bis zu 
1 0 }jlM eingesetzt werden, und die Bestrahlung unmittelbar in 
15 transparenten Behaltnissen wie Blutbeuteln erfolgt, die zur 
Blutentnahme und Aufbewahrung dienen, 

2. Verf ahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Phenothiazinf arbstof fe in einer Konzentration von 0,1 

20 bis zu 2 >jlM eingesetzt werden, 

3 . Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2 , dadurch ge- 
kennzeichnet , daB als Phenothiazinf arbstof f Toluidinblau 
oder Methylenblau verwendet wird. 

25 

4. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB mit sichtbarem Licht im Bereich des Ab- 
sorptionsmaximums des jeweiligen Farbstoffs bestrahlt wird. 

30 5. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die zu behandelnden Losungen bzw. Suspen- 
sionen zunachst tiefgefroren und dann vor der Bestrahlung * 
wieder aufgetaut werden. 

35 6, Verf ahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Farbstoff vor dem Gefriervorgang zugesetzt wird. 
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7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , da£ 
der Farbstoff nach dem Auftauen und vor der Bestrahlung 
zugegeben wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriicfhe, da- 
durch gekennzeichnet, daB nach erfolgter Bestrahlung das 
Blut bzw. die Blutprodukte zur Entfernung der Farbstoff e 
iiber Adsorptionsmittel geleitet werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , daB 
dieses iiber zwei zur Blutentnahme geeignete Behaltnisse wie 
Blutbeutel mit einer dazwischengeschalteten Trennsaule, die 
das Adsorptionsmittel fur die Phenothiazinf arbstof f e ent- 
halt, durchgefiihrt wird. 

1 0 . Verfahren nach einem der Anspriiche 8 oder 9 , dadurch 
gekennzeichnet, dafl als Adsorptionsmittel Kieselgele oder 
solche auf der Basis von Polystyrol-Divinylbenzol oder 
Acrylester-Polymerisaten eingesetzt werden. 
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*n* v~ Afi~-*t j« i ». * • - ... . Al , t te Erfindung kann nicht aJs auf erfinderischer TSligkeit be- 
£ ,J N nB ' * * Ch V , ei ™ und '? 6 °" enb " un 5» ruhend betrachtet werden, wenn die Veroffentiichung mit 

e,ne Benutzung, eine Ausstellung Oder andere Ma&nahmen e[ner odef menreren ani * m Veroffentlichungen dieser Kate- 

Dezieni fl0f . e . fl yerbindung gebracht wird und diese Verbindung fur 
'?* Veroffentiichung, die vor dem internationalen Anmeldeda- einen F»chmann naheliegend ist 

turn, aber nach dem beanspruchten Prioritalsdatum verbffent- *&" Veroffentiichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 

Ucht worden ist 
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IH. E1NSCHLAGIGE VEROFFENTUCHUNGEN (Fortsetzung von Blatt 2) 



Art' 



Kennzcichnung der Veroffentlichung, » owe it erforderiich unler Angabe der roaSgeblichcn Telle 



Betr* Anspruch Nr. 



p.x 



gen. Virol., Band. 41, 1978 Grace S.L. Yen et 
al.: "Photosensitization of Herpes Simplex 
Virus Type 1 with Neutral Red", 
siehe Seite 273 - Seite 281 
und das ganze Dokument 



WO, Al, 9007876 (NEW YORK UNIVERSITY) 
26 Juli 1990, 

Siehe Anspruche 11-13; Seite 3, Zeilen 
20-23 



1-10 



Formblatt PCT/ISA/210 (ZusaUbogen) (Januar 1985) 



< • » 



ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT 

UBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR.PCT/DE 90/00691 



4 

*. 



SA 39764 

In diesem Anhang sind die Mitglieder der Patentfamilien der im obengenannten internationalen Recherchenberich! angefuhrten 
Palentdokumente angegeben. fll /1 1 /Qft 

Die Angaben Ober die Familienmitglieder entsprechen dem Stand der Oatei des Europaischen Patentamts am U A/ 1 1/ 
Diese Angaben dienen nurzur Unterrichtung und erfolgen ohne Gewahr. 



Im RecherchenberichI 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



f)atum der 
Veroffentlichung 



W0-A1- 9007876 



26/07/90 



AU-D- 



5085190 



13/08/90 



Fur nahere Einzelheilen zu diesem Anhang : siehe Amtsblatt des Europaischen Patentamts, Nr.12/82 
EPO FORM P0473 



